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Perkembangan teknologi dan industri saat ini mempunyai dampak negatif pada 
lingkungan terutama yang mengandung zat berbahaya seperti logam berat salah satunya 
adalah timbal. Timbal sangat berbahaya bila terhirup dan terkonsumsi yang berasal dari 
makanan. Paparan timbal secara terus menerus akan terakumulasi dalam tubuh hingga 
menyebabkan toksisitas dan berpotensi mempengaruhi sistem reproduksi yang dapat 
mengakibatkan infertilitas. Timbal dapat melintasi membran dan terakumulasi dalam 
jaringan lunak termasuk ovarium. Hal ini memungkinkan terjadinya penurunan jumlah 
folikel antral ovarium. Paparan timbal juga dapat meningkatkan produksi radikal bebas 
hingga menyebabkan stres oksidatif yang ditandai dengan penurunan antioksidan dalam 
tubuh. Molekul radikal bebas dan senyawa turunannya, reactive oxygen species (ROS) 
dapat menyerang sel sehingga menimbulkan berbagai kerusakan pada sel yang tidak 
dapat diperbaiki lagi yang disebut apoptosis. Apoptosis melibatkan keseimbangan protein 
anti dan pro apoptosis yaitu Bcl-2 dan Bax. Upaya untuk mengatasi terjadinya apoptosis 
yang tidak diinginkan akibat ROS yang berlebih dalam tubuh dapat dicegah dengan 
pemberian antioksidan, salah satunya kitosan. Kitosan merupakan turunan dari 
deasetilasi kitin yang didapatkan dari ekstrak kulit udang. Gugus amino dan dua gugus 
hidroksil yang dimiliki kitosan merupakan kunci gugus fungsional salah satunya adalah 
aktifitas antioksidan. Gugus amino pada kitosan dapat berikatan dengan OH
-
 yang 
merupakan hasil dari proses oksidasi lipid sehingga membentuk molekul yang lebih 
stabil. Tujuan penelitian ini adalah untuk membuktikan pengaruh timbal asetat terhadap 
jumlah folikel antral ovarium dan ekspresi Bax, membuktikan pengaruh kitosan untuk 
mencegah penurunan jumlah folikel antral ovarium dan peningkatan ekspresi Bax, serta 
membuktikan hubungan jumlah folikel antral dengan ekspresi Bax pada tikus (Rattus 
norvegicus) betina yang diberi timbal (Pb) asetat dan kitosan per oral. 
Desain penelitian menggunakan true experiment laboratory dengan post test only 
with control group design. Penelitian ini menggunakan hewan coba tikus (Rattus 
norvegicus) betina dengan jumlah 25 ekor yang terbagi menjadi 5 kelompok yaitu K(-): 
tikus tidak diberi apapun, K(+): timbal asetat 175 mg/kg BB, P1: timbal asetat 175 mg/kg 
BB + kitosan 16 mg/kg BB, P2: timbal asetat 175 mg/kg BB + kitosan 32 mg/kg BB, P3: 
timbal asetat 175 mg/kg BB + kitosan 64 mg/kg BB selama 30 hari. Pada hari ke 31 
dilakukan swab vagina untuk menentukan tikus berada di fase proestrus, lalu dilakukan 
pembedahan, dan diambil ovariumnya untuk dibuat preparat histopatologi. Jumlah folikel 
antral dianalisis menggunakan pewarnaan hematoksilin eosin kemudian dihitung dengan 
software dotslide dan olyvia sedangkan ekspresi Bax sel granulosa folikel antral diperiksa 
dengan teknik imunohistokimia. Data dianalisis secara statistik dengan bantuan SPSS. 
Hasil penelitian menunjukkan pada analisis pengaruh pemberian timbal asetat 
pada hewan coba berdasarkan uji independent sample t-test didapatkan p-value pada 
variabel jumlah folikel antral dan ekspresi Bax lebih kecil dari α = 0,05 (p-value < 0,05) 
yang berarti ada pengaruh pemberian timbal asetat pada hewan coba. Pada analisis 
pengaruh kitosan terhadap jumlah folikel antral hewan coba yang diberi timbal asetat 
berdasarkan uji one way ANOVA didapatkan hasil p-value 0,001 lebih kecil dari α = 0,05 
(p-value < 0,05) yang berarti ada perbedaan pada jumlah folikel antral di semua 
kelompok. Analisis pengaruh kitosan terhadap ekspresi Bax hewan coba yang diberi 
timbal asetat berdasarkan uji one way ANOVA didapatkan hasil p-value 0,007 lebih kecil 
dari α = 0,05 (p-value < 0,05) yang berarti ada perbedaan pada ekspresi Bax sel 
granulosa folikel antral di semua kelompok. Analisis hubungan jumlah folikel antral dan 
ekspresi Bax hewan coba yang diberi timbal asetat dan kitosan berbagai dosis 
berdasarkan uji korelasi Pearson didapatkan hasil p-value 0,041 lebih kecil dari α = 0,05 
(p-value < 0,05) yang berarti ada ada hubungan yang bermakna secara berlawanan. 
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Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa hipotesis terbukti yaitu 
pemberian timbal asetat dapat menurunkan jumlah folikel antral dan meningkatkan 
ekspresi Bax sel granulosa folikel antral, pemberian kitosan dapat mencegah penurunan 
jumlah folikel antral ovarium dan mencegah peningkatan ekspresi Bax pada tikus (Rattus 
norvegicus) betina yang diberi timbal (Pb) asetat per oral, serta ada hubungan antara 
jumlah folikel antral dengan ekspresi Bax pada tikus (Rattus norvegicus) betina yang 



















































Asri Iman Sari 
The Effect of Chitosan on the Antral Follicle Ovary Count and Bax Expression in Female 
Rat (Rattus norvegicus) Treated With Oral Lead Acetate, Master of Midwifery Program of 
Faculty of Medicine, Universitas Brawijaya. Chairman of Supervisor Commission: Dr. dr. 
Setyawati Soeharto, M.Kes; Members: dr. Sutrisno, SpOG(K). 
 
Technological and industrial developments currently have a negative impact on the 
environment, especially containing hazardous substances such as heavy metals, one of 
which is lead. Lead is very harmful if inhaled and consumed with food. Continuous 
exposure of lead will accumulate in the body to cause toxicity and potentially affect the 
reproductive system that can be infertility. Lead can cross the membrane and accumulate 
in soft tissues including the ovaries. This allows decreasing the number of antral follicles 
of the ovary. Lead exposure can also increase the production of free radicals to cause 
oxidative stress characterized by decreased antioxidants in the body. Free radical 
molecules and their derived compounds, reactive oxygen species (ROS) can attack cells, 
causing a variety of damage to irreversible cells, that called apoptosis. Apoptosis involves 
the balance of anti and pro-apoptotic proteins such as Bcl-2 and Bax. Efforts to overcome 
the occurrence of unwanted apoptosis due to excessive ROS in the body can be 
prevented by giving antioxidants like chitosan. Chitosan is a derivative of chitin 
deacetylation obtained from shrimp shell extract. The amino group and two hydroxyl 
group in chitosan are the key functional groups one of which is the antioxidant activity. 
The amino group in chitosan can bind with OH
-
 which is the result of the lipid oxidation 
process to form a more stable molecule. The aim of this study was to prove the effect of 
lead acetate on the number of antral follicle and Bax expression, proving the effect of 
chitosan to prevent the decrease in the number of antral follicle and increased Bax 
expression, and to prove the relation of the number of antral follicles with Bax expression 
in rat (Rattus norvegicus) female given lead (Pb) acetate and chitosan by mouth. 
The study design used a true experiment laboratory with post test only with control 
group design. This study used female rat Wistar (Rattus norvegicus) with 25 animal 
samples are classified into 5 groups: K(-): the rat were given nothing, K(+): lead acetate 
175 mg/kg BW, P1: lead acetate 175 mg/kg BW + chitosan 16 mg/kg BW, P2: lead 
acetate 175 mg/kg BW + chitosan 32 mg/kg BW, P3: lead acetate 175 mg/kg BW + 
chitosan 64 mg/kg BW for 30 days. On the 31st day a vaginal swab is performed to 
determine which rats are in the proestrus phase, then surgery is performed, and the 
ovaries are taken for a histopathological preparation. The number of antral follicles 
analyzed using eosin hematoxylin staining was then calculated by dot slide and Olyvia 
software while Bax expression of the antral follicle granulosa cells was examined by 
immunohistochemical techniques. Data were analyzed statistically with SPSS. 
The result of this research shows that the effect of lead acetate on the 
experimental animals based on analyzed with independent sample t-test obtained p-value 
on the variable of antral follicle number and Bax expression is smaller than α = 0,05 (p-
value < 0,05) this means that lead acetate has an effect to a variable on the experimental 
animals. In analyzing the effect of chitosan on the number of antral follicles of the 
experimental animals given lead acetate based on the one-way ANOVA test, the p-value 
0.001 was smaller than α = 0.05 (p-value < 0.05), it means there is a difference in the 
number of antral follicles in all groups. Analysis of the effect of chitosan on the expression 
of Bax in experimental animals given lead acetate based on one-way ANOVA test 
showed that p-value 0,007 less than α = 0,05 (p-value < 0,05) it means there is a 
difference in Bax expression of granulosa cell follicle antral in all groups. The analysis of 
the number of antral follicles and Bax expression in experimental animals given lead 
acetate and chitosan based on Pearson correlation test obtained p-value 0,041 less than 
α = 0,05 (p-value <0,05) its means have a correlation between the number of antral 
follicles and the expression of Bax. 
Based on the results of this study, it can be concluded that the hypothesis that lead 
acetate can decrease the number of antral follicles and increase Bax expression, 
chitosan can prevent the decrease of antral follicle and prevent the increase of Bax 
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expression in rats (Rattus norvegicus) was given lead (Pb) acetate, and there is a 
relationship between the number of antral follicles with Bax expression in rat (Rattus 
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1.1 Latar Belakang 
Dewasa ini laju perkembangan teknologi dan industri sangat pesat dan 
memberikan banyak manfaat serta kemudahan bagi manusia. Namun disamping 
memberikan manfaat ternyata juga berakibat pada lingkungan yang tercemar. 
Pencemaran lingkungan akibat perkembangan teknologi dan industri dapat 
berasal dari asap pabrik, asap kendaraan bermotor, dan lain-lain. Asap tersebut 
mengandung zat yang berbahaya seperti logam berat. Logam berat yang dapat 
mencemari lingkungan salah satunya adalah timbal. Timbal sangat berbahaya 
bila terhirup, dan terkonsumsi dari bahan makanan yang berasal dari tanah 
maupun perairan yang tercemar. Timbal termasuk logam berat yang tersebar di 
alam lebih luas daripada logam lainnya. Selain dari limbah industri dan asap 
kendaraan bermotor, pencemaran timbal dapat berasal dari pertambangan, 
peleburan, percetakan, pengelasan, tanah, air, pipa, cat, keramik berlapis timbal, 
plastik, mainan, kosmetik, debu, pupuk, pestida, bahan pembungkus kabel, dan 
deodoran. Timbal yang membahayakan kesehatan dapat berbentuk timbal 
karbonat, timbal tetraoksida, timbal monoksida, timbal sulfida, timbal asetat 
(bentuk timbal yang sering menyebabkan keracunan). Timbal yang masuk dalam 
tubuh akan diabsorbsi melalui saluran pernafasan 5-30%, melalui saluran 
pencernaan 5-10%, dan kontak dermal (Suksmerri, 2008; Sundari, dkk, 2016). 
Di Indonesia dalam penelitian Wibowo dan Mukono tahun 2014 yang 
dilakukan di Desa Tebuwung Kecamatan Dukun Kabupaten Gresik didapatkan 
bahwa ikan bandeng dari pasar dan tambak mengandung timbal 0,129 ppm yang 
melebihi baku mutu dari WHO sebesar 0,1 ppm. Batas maksimum cemaran 


















adalah 0,3 mg/kg. Selain itu pada pasangan usia subur di daerah tersebut 
didapatkan kandungan timbal dalam darah yang termasuk dalam kategori 
berbahaya. Kandungan timbal dalam darah pasangan usia subur berlebih berada 
pada kisaran 80-120 µg/dL sedangkan batas konsentrasi timbal dalam darah 
menurut WHO adalah 10 µg/dL. Hal ini memungkinkan bahwa konsumsi 
makanan yang mengandung timbal seperti ikan bandeng yang hidup dalam 
perairan yang tercemar timbal dapat mempengaruhi kadar timbal dalam darah 
manusia walaupun bukan hanya faktor makanan yang dapat mengakibatkan 
kandungan timbal berlebih dalam darah dan hal ini menjadi perhatian penting 
karena ikan bandeng termasuk dalam makanan bergizi bila dikonsumsi oleh 
balita, ibu hamil, maupun usia subur.  
Paparan timbal secara terus menerus akan terakumulasi dalam tubuh 
hingga menyebabkan toksisitas dan berpotensi mempengaruhi sistem reproduksi 
yang dapat mengakibatkan infertilitas, cacat bawaan pada janin, serta abortus 
spontan. Sebuah studi pada pekerja wanita di pabrik peleburan timbal di Swedia 
terjadi 13,9% abortus spontan saat bekerja selama kehamilannya dan 17% 
kejadian abortus spontan terjadi pada pekerja yang bekerja di pabrik peleburan 
sebelum kehamilan dan masih tinggal dalam jarak 10 km dari pabrik peleburan. 
Sejumlah studi yang dilakukan di tikus menunjukkan bahwa paparan timbal dapat 
menurunkan kemampuan untuk mensintesis estrogen endogen sehingga 
mengalami gangguan folikuler dan gagal berovulasi yang berakibat menjadi 
infertil (ATSDR, 2007). Pada manusia, timbal yang masuk dalam tubuh akan 
berikatan dengan sel darah merah dalam darah sehingga untuk mengukur 
keracunan yang diakibatkan timbal dapat dilakukan pengukuran kadar timbal 
dalam darah. Efek dari timbal juga mampu menghalangi kerja ALAD 
(aminolevulinic acid dehydrogenase) dalam eritroblas sumsum tulang dan 


















dalam darah dengan peningkatan kadar ALA (amino levulinate acid) dalam 
serum dan urin (Ardyanto, 2005). Timbal dapat menetap dalam tubuh hingga 
menimbulkan gangguan kesehatan pada manusia. Salah satu target organ pada 
manusia yang terpapar timbal adalah Hypothalamus-Pituitary-Gonadal (HPG). 
Hipofise anterior yang memproduksi Follicle Stimulating Hormone (FSH) dan 
Luteinizing Hormone (LH) ada kemungkinan juga akan terganggu. Penurunan 
hormon dengan sel target ovarium akan mempengaruhi perkembangan folikel 
sehingga jumlah dan ukurannya berkurang (Evans, 2015).  
 Paparan timbal dapat meningkatkan produksi radikal bebas hingga 
menyebabkan stres oksidatif yang ditandai dengan penurunan antioksidan dalam 
tubuh. Molekul radikal bebas dan senyawa turunannya antara lain reactive 
oxygen species (ROS) dapat menyerang sel sehingga menimbulkan berbagai 
kerusakan pada sel yang tidak dapat diperbaiki lagi yang disebut apoptosis. ROS 
berperan penting dalam menginduksi apoptosis di bawah kondisi fisiologis dan 
patologis. Apoptosis melibatkan protein anti dan pro apoptosis seperti Bcl-2 dan 
Bax. Kejadian apoptosis ditentukan dari keseimbangan rasio Bcl-2 dan Bax. 
Protein Bax, salah satu keluarga protein Bcl-2, merupakan pembawa sinyal 
apoptosis dari dalam sel. Ekspresi Bax yang berlebihan dalam sitoplasma dapat 
menjadikan membran mitokondria berlubang. Membran mitokondria yang rusak 
dapat membuat sel kehilangan energi (Shi et al, 2008). Penelitian Ahmed et al 
(2012) menunjukkan bahwa timbal dapat menyebabkan apoptosis pada epitel 
endometrium dan tuba yang dilakukan pada kelinci. Timbal dapat melintasi 
membran dan terakumulasi dalam jaringan lunak seperti ovarium (Gupta, 2011). 
Hal ini memungkinkan terjadinya penurunan jumlah folikel antral ovarium. Folikel 
antral merupakan kandidat marker yang kuat untuk menilai cadangan folikel 
ovarium. Cadangan folikel ovarium akan mempengaruhi tingkat fertilitas pada 


















ovarium terhadap stimulasi hormon (Bancsi et al, 2002; Velde and Pearson, 
2002). 
Upaya untuk mengatasi terjadinya apoptosis yang tidak diinginkan akibat 
ROS yang berlebih dalam tubuh dapat dicegah dengan pemberian antioksidan, 
salah satunya kitosan. Dalam penelitian Sari, dkk (2013) didapatkan bahwa 
kitosan yang dilarutkan dalam monosakarida memiliki aktivitas antioksidan yang 
bervariasi sesuai dengan jenis monosakarida. Kitosan merupakan turunan dari 
kitin yang didapatkan dari ekstrak kulit krustasea. Gugus amino (NH2) dan gugus 
hidroksil (OH) di dalam kitosan merupakan kunci gugus fungsional dari aktifitas 
antioksidan pada kitosan (Aprilia, 2015). Dalam penelitian Nirmala, dkk tahun 
2006 menunjukkan bahwa kitosan konsentrasi 85 mg/liter dapat menurunkan 
kadar timbal hingga 81,12% pada embrio ikan zebra Danio rerio. Selain itu 
Marianti et al (2017) telah membuktikan bahwa kitosan mampu mengkelat dan 
melindungi ginjal dan hati tikus jantan dari keracunan timbal. Hal ini membuktikan 
bahwa pengobatan menggunakan kitosan dapat menurunkan kerusakan akibat 
timbal tapi belum jelas apakah kitosan juga dapat mengatasi kerusakan pada 
sistem reproduksi sehingga dapat mengatasi penurunan fertilitas akibat timbal 
mengingat paparan timbal berasal dari banyak sumber dalam kehidupan 
manusia. 
Berdasarkan latar belakang tersebut, peneliti tertarik ingin mengetahui 
pengaruh kitosan terhadap jumlah folikel antral dan ekspresi Bax pada tikus 























1.2 Rumusan Masalah 
1.2.1 Rumusan Masalah Umum 
Apakah kitosan dapat mencegah penurunan jumlah folikel antral ovarium 
dan mencegah peningkatan ekspresi Bax pada tikus (Rattus norvegicus) betina 
yang diberi timbal (Pb) asetat per oral? 
1.2.2 Rumusan Masalah Khusus 
1. Apakah kitosan dapat mencegah penurunan jumlah folikel antral ovarium 
pada tikus (Rattus norvegicus) betina yang diberi timbal (Pb) asetat per 
oral? 
2. Apakah kitosan dapat mencegah peningkatan ekspresi Bax pada tikus 
(Rattus norvegicus) betina yang diberi timbal (Pb) asetat per oral? 
 
1.3 Tujuan  
1.3.1 Tujuan Umum 
Membuktikan pengaruh kitosan untuk mencegah penurunan jumlah folikel 
antral ovarium dan mencegah peningkatan ekspresi Bax pada tikus (Rattus 
norvegicus) betina yang diberi timbal (Pb) asetat per oral. 
1.3.2 Tujuan Khusus 
1. Membuktikan pengaruh timbal (Pb) asetat terhadap jumlah folikel antral 
ovarium dan ekspresi Bax pada tikus (Rattus norvegicus) betina. 
2. Membuktikan pengaruh kitosan dalam mencegah penurunan jumlah folikel 
antral ovarium pada tikus (Rattus norvegicus) betina yang diberi timbal (Pb) 
asetat per oral. 
3. Membuktikan pengaruh kitosan dalam mencegah peningkatan ekspresi 



















4. Membuktikan hubungan jumlah folikel antral dengan ekspresi Bax pada 
tikus (Rattus norvegicus) betina yang diberi timbal (Pb) asetat dan kitosan 
per oral. 
 
1.4 Manfaat  
1.4.1 Manfaat Akademis 
Penelitian ini diharapkan bisa membantu mengurangi infertilitas dengan 
memahami mekanisme pemberian kitosan sebagai antioksidan terhadap 
toksisitas timbal pada jumlah folikel antral dan ekspresi Bax di folikel antral 
ovarium. 
1.4.2 Manfaat di lapangan 
Penelitian ini diharapkan bisa memberi informasi pada masyarakat untuk 
mengetahui paparan timbal sehingga dapat meminimalkan paparan serta 
sebagai masukan bagi penentu kebijakan untuk lebih memperhatikan 




















KERANGKA TEORI DAN KONSEP PENELITIAN 
 














Gambar 3.1 Kerangka Teori 
 
Keterangan: 
 memicu ↑ meningkat  
 menghambat  ↓ menurun  
Timbal (Pb) asetat  
Ikatan grup sulfhidril  
Antioksidan primer ↓ 
(SOD, CAT, GSH) 
ALAD ↓ 
ALA ↑ 
ROS ovarium ↑ 











folikel antral ↑ 
FSH ↓ 
Jumlah folikel antral ↓ 
Mitokondria sel granulosa 
folikel antral 
Apoptosis  
Pengeluaran cytocrom C 
Aktivasi caspase 3, 6, 7 























Timbal (Pb) asetat merupakan bentuk timbal yang sering menyebabkan 
keracunan. Timbal dapat berikatan dengan kelompok sulfhidril pada SOD, CAT, 
dan GSH yang menjadikannya inaktif sehingga antioksidan dalam tubuh turun 
dan tidak mampu melawan radikal bebas. Selain itu timbal yang masuk dalam 
tubuh juga dapat berikatan dengan enzim yang memiliki ikatan sulfhidril pada 
ALAD sehingga menyebabkan peningkatan ALA. Peningkatan ALA dapat 
menghasilkan superoksida sehingga ROS ovarium meningkat dan menyebabkan 
stres oksidatif di ovarium. Stres oksidatif yang terjadi di ovarium dapat 
meningkatkan peroksidase lipid, protein, dan kerusakan DNA. Kerusakan DNA 
mempengaruhi terjadinya apoptosis jalur intrinsik yang melibatkan Bax sebagai 
protein pro apoptosis. Apoptosis di ovarium diduga terjadi dalam mitokondria sel 
granulosa folikel antral dengan mengeluarkan cytocrom C sehingga terjadi 
aktifasi caspase 3, 6, 7 sebagai caspase eksekutor. Timbal juga dapat 
menyebabkan apoptosis melalui mekanisme timbal merusak hipotalamus 
sehingga FSH yang dihasilkan oleh kelenjar hipofisis anterior menurun. 
Akibatnya folikel primordial tidak berkembang dan semakin banyak folikel yang 
mengalami atresia. Bila folikel primordial banyak yang tidak berkembang dapat 
menyebabkan jumlah folikel antral juga menurun. 
Untuk meminimalisir dampak kerusakan yang diakibatkan timbal, tubuh 
memerlukan antioksidan sekunder sebagai penetral. Antioksidan sekunder 
berasal dari luar tubuh yang berasal dari bahan alami seperti kitosan. Kitosan 
mampu mengurangi radikal bebas dengan membentuk suatu molekul yang lebih 
stabil dan menjadi produk yang tidak radikal. Mekanisme antioksidan sekunder 
pada kitosan yaitu adanya kemampuan dalam mengkelat logam dan mengikat 
lipid. Ion hidrogen dari gugus amino NH2 pada kitosan mengikat radikal bebas 
(hidroksil OH- dari proses oksidasi lipid) membentuk molekul yang lebih stabil. 


















oksidasi yang bekerja memperlambat laju oksidasi. Kitosan juga dapat berperan 





















































 tidak diteliti  memicu ↑ meningkat 
 diteliti   menghambat ↓ menurun 
 
Timbal dengan kadar tinggi dalam tubuh dapat meningkatkan radikal bebas 
di ovarium dan memicu peningkatan stres oksidatif di ovarium. Stres oksidatif di 
ovarium mempengaruhi terjadinya peningkatan apoptosis folikel antral dengan 
meningkatnya Bax sel granulosa folikel antral sebagai protein pro apoptosis. 
Timbal juga dapat menyebabkan apoptosis melalui jalur hipotalamus sehingga 
menurunkan FSH akibatnya jumlah folikel antral menurun karena folikel 
primordial banyak yang mengalami atresia. Oleh karena itu untuk meminimalisir 
dampak kerusakan yang diakibatkan oleh timbal diperlukan keseimbangan 
oksidan dan antioksidan dari dalam dan luar tubuh. Salah satu antioksidan 
sekunder yang dapat diberikan adalah kitosan. Melalui gugus amino dan hidroksil 
dalam kitosan dapat meminimalisasi stres oksidatif yang diakibatkan timbal. 
 
 
ROS ovarium ↑ 
Stres oksidatif ovarium ↑ 
Bax 
sel granulosa 
folikel antral ↑ 
Kitosan  
FSH ↓ 
Jumlah folikel antral ↓ 
Hipotalamus  
Apoptosis folikel antral ↑ 



















3.3 Hipotesis Penelitian 
1. Timbal asetat dapat menurunkan jumlah folikel antral dan meningkatkan 
ekspresi Bax sel granulosa folikel antral. 
2. Kitosan dapat mencegah penurunan jumlah folikel antral ovarium pada 
tikus putih betina (Rattus norvegicus) yang diberi timbal (Pb) asetat per 
oral. 
3. Kitosan dapat mencegah peningkatan ekspresi Bax pada tikus putih betina 
(Rattus norvegicus) yang diberi timbal (Pb) asetat per oral. 
4. Ada hubungan kuat secara terbalik antara jumlah folikel antral dengan 
ekspresi Bax pada tikus (Rattus norvegicus) betina yang diberi timbal (Pb) 






















4.1 Desain Penelitian 
Penelitian ini dilakukan secara true experiment laboratory, dengan post test 
only with control group design (Hanafiah, 2012). 
 
4.2 Tempat dan Waktu Penelitian  
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Farmakologi dan Patologi Anatomi 
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang pada bulan Maret – Mei 
2018. 
 
4.3 Sampel Penelitian  
Sampel yang digunakan adalah tikus (Rattus norvegicus) betina galur 
Wistar. Tikus diperoleh dari Laboratorium Farmakologi Universitas Brawijaya 
Malang dengan kriteria inklusi: tikus (Rattus norvegicus) betina galur wistar, 
berjenis kelamin betina, usia 8-12 minggu, berat badan 100-200 gram, kondisi 
sehat, gerak aktif, dan tidak memiliki cacat anatomi. Kriteria eksklusi meliputi 
tikus terlihat sakit sebelum perlakuan atau mati saat diberi perlakuan. Besar 
sampel penelitian ini menggunakan rumus replikasi Federer tahun 1963 yaitu: 
(t-1) (r-1) ≥ 15 
(5-1) (r-1) ≥ 15 
4 (r-1) ≥ 15 
4r – 4 ≥ 15 
4r ≥ 19 




















t : jumlah perlakuan 
r : replikasi ulangan 
Besar sampel masing-masing kelompok didapatkan 5 ekor dan total tikus 
yang dibutuhkan 25 ekor karena ada 5 kelompok perlakuan. Untuk menghindari 
sampel mati jumlahnya dilebihkan 20% dari total sampel sehingga didapatkan 
masing-masing kelompok sebesar 6 ekor tikus dan jumlah keseluruhan 30 ekor. 
Besar sampel akan dibagi 5 kelompok penelitian antara lain: 
K1 : Kelompok kontrol negatif yang tidak diberikan larutan timbal asetat dan 
tidak mendapat kitosan. 
K2 : Kelompok kontrol positif yang diberikan larutan timbal asetat dalam 
aquabides dosis 175 mg/kg BB per oral selama 30 hari dan tidak 
mendapat kitosan. 
P1 : Kelompok perlakuan 1 yang diberikan larutan timbal asetat dalam 
aquabides dosis 175 mg/kg BB per oral dan kitosan dalam asam asetat 
2% dosis 16 mg/kg BB per oral selama 30 hari. 
P2 : Kelompok perlakuan 2 yang diberikan larutan timbal asetat dalam 
aquabides dosis 175 mg/kg BB per oral dan kitosan dalam asam asetat 
2% dosis 32 mg/kg BB per oral selama 30 hari. 
P3 : Kelompok perlakuan 3 yang diberikan larutan timbal asetat dalam 
aquabides dosis 175 mg/kg BB per oral dan kitosan dalam asam asetat 
2% dosis 64 mg/kg BB per oral selama 30 hari. 
Dosis pemberian kitosan dan timbal asetat per oral diambil dari penelitian 
Marianti et al (2017) yang terbukti bahwa kitosan dapat melindungi ginjal dan hati 
tikus jantan dari keracunan timbal. Pada penelitian ini ingin membuktikan apakah 
dengan dosis dan waktu perlakuan yang sama juga dapat berpengaruh pada 


















4.4 Variabel Penelitian  
Variable penelitian yang diamati atau diukur meliputi: 
1. Variabel Independen (Bebas) 
Kitosan dan timbal asetat 
2. Variabel Dependen (Terikat) 







































4.5 Definisi Operasional  
Table 4.1 Definisi Operasional Penelitian  
Variabel Definisi Operasional 





Kitosan  Ekstrak kulit udang yang 
dilarutkan dalam asam 












Serbuk putih timbal 
asetat merk Emsure 
yang dilarutkan dalam 















Jumlah folikel ovarium 
yang memiliki rongga 
berisi cairan serta 
oositnya dikelilingi zona 
pellucida dan 6 atau 
lebih lapisan sel 
granulosa yang 
berbentuk kuboid serta 
























granulosa folikel antral 
ovarium tikus betina 
yang mengekspresikan 
protein Bax, dideteksi 
menggunakan antibodi 
anti Bax tikus. Ekspresi 
Bax diamati di mikroskop 
cahaya perbesaran 40x 
tampak berwarna coklat 
pada sel granulosa. Bila 
sel granulosa berwarna 




persentase jumlah sel 
yang berwarna coklat 
dibagi jumlah sel yang 
teramati. 





















4.6 Bahan dan Alat Penelitian  
4.6.1 Bahan Penelitian  
Penelitian ini menggunakan bahan-bahan sebagai berikut: 
1. Bahan Uji 
Kitosan  
2. Bahan pemeliharaan hewan coba 
Sekam untuk alas kandang, pakan standar produk PT. Comfeed Indonesia, 
dan air minum dari kran diberikan secara ad libittum setiap hari 
3. Bahan pembuatan sediaan PA serta imunohistokimia 
a. Pemrosesan jaringan menggunakan formalin 10% sebanyak 1 liter 
b. Pembuatan preparat histologi dan hematoksilin eosin 
1) Natrium klorida (NaCl) 
2) Xylol 2 liter 
3) Parafin 500 mg 
4) Etanol (70%, 80%, 90%, 96%, dan 100%) 
5) Entelan 
6) Cat utama Harris Hematoksilin 
7) Cat eosin 1% 
c. Pemeriksaan ekspresi Bax dengan imunohistokimia 
Slide jaringan yang melalui persiapan preparat histopatologi, larutan 
xylol, etanol absolut, etanol 90%, etanol 80%, etanol 70%, aquades 
steril, buffer sitrat dengan pH 6,0; larutan PBS (Phosphat Buffer 
Saline), background sniper, antibodi primer, SA-HRP (Streptavidin 
Horseradish Peroxidase), chromagen DAB (Diaminobenzidine), 




















4.6.2 Alat Penelitian  
1. Alat untuk pemeliharaan hewan coba 
a. Kandang tikus berupa kotak plastik berukuran 45 x 35,5 x 14,5 cm 
sejumlah 10 buah dengan alas diberi sekam dan bagian atas ditutup 
jaring kawat. Setiap kandang akan ditempati 2-3 ekor tikus. 
b. Tempat makanan dan minuman tikus 
2. Penimbang berat badan dan ovarium tikus menggunakan timbangan 
elektrik 
3. Pemberian timbal asetat dan kitosan menggunakan timbangan analitik, 
botol berpenutup, gelas ukur, pengaduk, spuit 3 cc dengan ujung dipasang 
platina (sonde) 
4. Pengambilan organ ovarium tikus menggunakan alat bedah minor (scapel, 
pinset, gunting, klem, pemegang jaringan), tabung atau toples kaca tertutup 
berisi formalin 10%, papan untuk meja pembedahan, wadah untuk tempat 
penyimpanan sementara organ sebelum dibuat preparat histopatologi 
5. Penghitungan jumlah folikel menggunakan slide dan mikroskop cahaya 
6. Pemeriksaan ekspresi Bax menggunakan slide, mikropipet, chamber, dan 
mikroskop 
 
4.7 Prosedur Penelitian dan Pengumpulan Data 
4.7.1 Aklimatisasi Hewan Coba 
Tikus (Rattus norvegicus) betina galur wistar dibiarkan selama 1 minggu di 
dalam kandang untuk menyesuaikan diri dengan suasana laboratorium dan 
menghilangkan stres. Selama aklimatisasi tikus diberikan pakan standar dan 




















4.7.2 Pemeliharaan Hewan Coba 
Perawatan tikus selama perlakuan sama saat aklimatisasi. Tikus 
dimasukkan ke dalam kandang yang terbuat dari kotak plastik berukuran 45 x 
35,5 x 14,5 cm dengan diberi tutup jaring kawat yang kuat. Dasar kandang dialasi 
sekam dengan ketebalan 0,5-1 cm yang diganti tiap 3 hari sekali. Setiap kandang 
berisi 2-3 ekor tikus. Cahaya ruangan dibuat 12 jam terang dan 12 jam gelap. 
Temperatur serta kelembaban ruangan dibiarkan berada pada kisaran suhu 
ruangan yaitu 27-28 0C. Tikus diberikan pakan standar yang berbentuk palet 
(bulat) merk Comfeed dengan komposisi protein kasar, lemak kasar, kalsium, 
dan fosfor. Pada saat diberikan dicampur terlebih dahulu dengan air hingga 
konsistensinya tidak keras serta minum (air matang) yang diberikan secara ad 
libitum. Pemberian pakan sebanyak 40 gr/hari/ekor dilakukan sekali dalam 
sehari. 
 
4.7.3 Penimbangan Berat Badan Tikus  
Waktu : setiap minggu 
Alat yang dipakai : timbangan elektrik dan wadah plastik 
Cara penimbangan : timbangan diletakkan di tempat datar lalu timbangan 
dikalibrasi dengan cara meletakkan wadah plastik di atas timbangan. Setelah itu 
tikus dimasukkan ke dalam wadah plastik lalu ditimbang dan melakukan 
pencatatan. Tujuan dilakukan penimbangan adalah untuk mengevaluasi 
kenaikan dan penurunan berat badan tikus. 
 
4.7.4 Pemberian Kitosan dan Timbal Asetat 
Penelitian ini menggunakan kitosan dan timbal asetat yang diberikan per 
oral melalui sonde. Sampel yang digunakan sebanyak 25 ekor tikus masing-


















selama 30 hari. Dosis kitosan yang digunakan yaitu 16, 32, 64 mg/kg BB yang 
dilarutkan dalam asam asetat 2%. Dosis timbal asetat yang digunakan adalah 
175 mg/kg BB yang dilarutkan dalam aquabides (Marianti et al, 2017). 
 
4.7.5 Pembuatan Larutan Kitosan dan Timbal Asetat serta Penentuan Dosis 
1. Pembuatan Larutan Kitosan  
a. Kitosan Dosis I (16 mg/kg BB) 
tiap kelompok perlakuan terdiri 6 ekor tikus dengan berat ± 150 gram/ekor 
6 x 150 = 900 gram 
   
    
         14,4 mg / 6 ekor / hari 
14,4 mg x 30 hari = 432 mg = 0,432 gram / 30 hari 
Volume = 1 cc x 6 ekor x 30 hari = 180 cc / 30 hari 
Jadi 0,432 gram kitosan dilarutkan dalam asam asetat 2% hingga 
mencapai volume 180 cc. 
b. Kitosan Dosis II (32 mg/kg BB) 
tiap kelompok perlakuan terdiri 6 ekor tikus dengan berat ± 150 gram/ekor 
6 x 150 = 900 gram 
   
    
         28,8 mg / 6 ekor / hari 
28,8 mg x 30 hari = 864 mg = 0,864 gram / 30 hari 
Volume = 1 cc x 6 ekor x 30 hari = 180 cc / 30 hari 
Jadi 0,864 gram kitosan dilarutkan dalam asam asetat 2% hingga 
mencapai volume 180 cc. 
c. Kitosan Dosis III (62 mg/kg BB) 
tiap kelompok perlakuan terdiri 6 ekor tikus dengan berat ± 150 gram/ekor 
6 x 150 = 900 gram 
   
    
         57,6 mg / 6 ekor / hari 


















Volume = 1 cc x 6 ekor x 30 hari = 180 cc / 30 hari 
Jadi 1,728 gram kitosan dilarutkan dalam asam asetat 2% hingga 
mencapai volume 180 cc. 
2. Pembuatan Larutan Timbal Asetat 
Terdapat 5 kelompok perlakuan yang terdiri dari 6 ekor tikus dengan berat 
± 150 gram per ekor 
5 x 6 x 150 = 4500 gram 
    
    
          787,5 mg / 30 ekor / hari 
787,5 mg x 30 hari = 23.625 mg = 23,625 gram / 30 hari 
Volume = 1 cc x 30 ekor x 30 hari = 900 cc / 30 hari 
Jadi 23,625 gram timbal asetat dilarutkan dalam aquabides hingga 
mencapai volume 900 cc. 
3. Penentuan Dosis Pemberian Larutan Kitosan Berdasarkan Berat 
Badan 
 
a. Pemberian larutan kitosan jika diketahui berat tikus 150 gr dengan dosis 
yang akan diberikan 16 mg/kg BB.  
Ditanya: 
Berapa banyak larutan kitosan yang akan diberikan pada tikus (Rattus 
norvegicus) betina jika beratnya 150 gr? 
Jawab: 
 Menentukan banyak kitosan yang diberikan pada seekor tikus 
dengan berat 150 gr 
                     
    
     
               
Jadi dosis harian dengan berat tikus 150 gr maka dosis kitosan yang 
akan diberikan = 150 gr x 0,016 mg/gr BB = 2,4 mg      atau dosis 



















 Membuat larutan stok untuk 6 tikus selama 3 hari. 
Timbang 0,1 gr (100 mg) kitosan      lalu dilarutkan dengan asam 
asetat 2% ke dalam gelas ukur sampai larutan mencapai 30 ml     . 
 Menentukan banyaknya larutan yang akan diberikan pada tikus yang 







   
  
  
   
  
 
    
        
   
 
        
Jadi banyak larutan yang akan diberikan kepada tikus dengan berat 
150 gr per hari adalah 0,72 ml. 
 Jika berat tikus dalam satu kelompok berbeda maka bisa 
menggunakan rumus  
                                        
                                 
                               
  
  
                    
   
 
b. Pemberian larutan kitosan jika diketahui berat tikus 150 gr dengan dosis 
yang akan diberikan 32 mg/kg BB.  
Ditanya: 
Berapa banyak larutan kitosan yang akan diberikan pada tikus (Rattus 
norvegicus) betina jika beratnya 150 gr? 
Jawab: 
 Menentukan banyak kitosan yang diberikan pada seekor tikus 
dengan BB 150 gr 
                   
    
     


















Jadi dosis harian dengan berat tikus 150 gr maka dosis kitosan yang 
akan diberikan = 150 gr x 0,032 mg/gr BB = 4,8 mg      atau dosis 
untuk 30 hari adalah 144 mg. 
 Membuat larutan stok untuk 6 tikus selama 3 hari. 
Timbang 0,1 gr (100 mg) kitosan      lalu dilarutkan dalam asam 
asetat 2% ke dalam gelas ukur sampai larutan itu mencapai 20 ml 
    . 
 Menentukan banyaknya larutan yang akan diberikan pada tikus yang 







   
  
  
   
  
 
    
         
   
 
         
Jadi banyak larutan yang akan diberikan kepada tikus dengan BB 
150 gr perhari adalah 0,96 ml atau 0,96 cc. 
 Jika BB tikus yang berada dalam satu kelompok berbeda maka bisa 
digunakan rumus  
                                      
                                
                              
  
  
                    
   
 
c. Pemberian larutan kitosan jika diketahui berat Rattus norvegicus 150 gr 
dengan dosis yang akan diberikan 64 mg/kg BB.  
Ditanya: 
Berapa banyak larutan kitosan yang akan diberikan pada tikus (Rattus 



















 Menentukan banyak kitosan yang diberikan pada seekor tikus 
dengan BB 150 gr 
                   
    
     
              
Jadi dosis harian pemberian kitosan dengan berat tikus 150 gr adalah 
150 gr x 0,064 mg/gr BB = 9,6 mg      atau dosis untuk 30 hari 
adalah 288 mg. 
 Membuat larutan stok untuk 6 tikus selama 3 hari. 
Timbang 0,1 gr (100 mg) kitosan      lalu dilarutkan dengan asam 
asetat 2% ke dalam gelas ukur sampai larutan itu mencapai 10 ml 
    .  
 Menentukan banyaknya larutan yang akan diberikan pada tikus yang 







   
  
  
   
  
 
    
        
   
 
         
Jadi banyak larutan yang akan diberikan kepada tikus dengan BB 
150 gr per hari adalah 0,96 ml atau 0,96 cc. 
 Jika BB tikus yang berada dalam satu kelompok berbeda maka bisa 
digunakan rumus  
                                           
                                 
                              
  
  
                     




















4. Penentuan Dosis Pemberian Larutan Timbal Asetat Berdasarkan Berat 
Badan 
 
Pemberian larutan timbal asetat jika diketahui berat Rattus norvegicus 150 
gr dengan dosis yang akan diberikan 175 mg/kg BB.  
Ditanya: 
Berapa banyak larutan timbal asetat yang akan diberikan pada tikus 
(Rattus norvegicus) betina jika beratnya 150 gr? 
Jawab: 
 Menentukan banyak timbal asetat yang diberikan pada seekor tikus 
dengan berat 150 gr 
                    
     
     
              
Jadi dosis harian pemberian timbal asetat dengan berat tikus 150 gr 
adalah 150 gr x 0,175 mg/gr BB = 26,25 mg      atau dosis untuk 30 
hari adalah 787,5 mg. 
 Membuat larutan stok untuk 30 tikus selama 3 hari. 
Timbang 3 gr (3000 mg) timbal asetat      lalu dilarutkan dengan 
aquabides ke dalam gelas ukur sampai larutan mencapai 100 ml 
    .  
 Menentukan banyaknya larutan yang akan diberikan pada tikus yang 







    
   
  
     
  
 
    
           
    
 
          
Jadi banyak larutan yang akan diberikan pada tikus dengan berat 150 


















 Jika BB tikus yang berada dalam satu kelompok berbeda maka bisa 
digunakan rumus  
                                            
                                 
                                    
  
  
                      
     
 
 
4.7.6 Penentuan Siklus Estrus 
Penentuan siklus estrus menggunakan pemeriksaan swab vagina pada 
hari ke 31 dari waktu paparan. Langkah-langkah pengambilan swab vagina yaitu 
mempersiapkan cotton buds, cover glass, object glass, cat giemsa, dan 
mikroskop. Masukkan cotton buds ke lubang vagina untuk mendapatkan lendir, 
lalu letakkan lendir tersebut ke object glass dan diberi cat Metilen Blue. Setelah 
itu tutup dengan cover glass. Periksa ulasan vagina menggunakan mikroskop 
untuk menentukan fase proestrus. Pada penelitian ini pembedahan dilakukan 
pada fase proestrus karena pada fase ini merupakan fase folikuler pada tikus 
betina yang terjadi peningkatan kadar FSH dan estrogen. Hal ini dapat 
mempengaruhi perkembangan folikel di ovarium. 
 
4.7.7 Pelaksanaan Penelitian 
Hewan coba dibagi menjadi 5 kelompok yang terdiri dari 5 ekor tikus tiap 
kelompok. Pada kelompok perlakuan diberikan paparan kronik timbal asetat dan 
kitosan per oral melalui sonde selama 30 hari. Pemberian dilakukan sekali sehari 
dengan dosis timbal asetat 175 mg/kg BB dan dosis kitosan pada kelompok 





















4.7.8 Pembedahan Hewan Coba 
Pembedahan hewan coba dilakukan setelah 30 hari masa perlakuan dan 
telah dinyatakan pada fase proestrus. Pembedahan dilakukan dengan cara: 
1. Menyiapkan peralatan bedah minor, pinset, gunting, ketamin injeksi, etanol 
70%, dan botol tertutup yang diisi formalin 10% untuk tempat organ, serta 
blanko untuk mencatat 
2. Menganastesi tikus dengan cara memberikan injeksi ketamin 1% pada 
paha tikus dengan dosis 0,2 ml 
3. Memastikan tikus tidak merasa nyeri dengan menggunakan pinset cirurgis 
4. Tikus yang sudah tidak bergerak diletakkan di atas alas papan dengan 
perut menghadap ke atas lalu difiksasi menggunakan jarum injeksi yang 
ditancapkan pada keempat telapak kaki tikus 
5. Melakukan insisi pada daerah toraks 
6. Dinding perut dibuka dengan pinset dan gunting lalu buka rongga 
peritoneum dengan hati-hati dengan melakukan sayatan di garis tengah 
lalu dilanjutkan sayatan ke kiri dan kanan pada sisi atas dan bawah lalu 
membuka diafragma. Kulit yang menutupi dada dibuka melalui insisi dari 
Processus Xypoideus (Px) ke arah leher dan ditarik ke samping 
7. Ovarium diambil dengan memotong jaringan-jaringan yang mengikatnya 
8. Ovarium dibersihkan dari seluruh ligamen yang melekat, darah dibersihkan 
menggunakan larutan NaCl 0,9% dan ditiriskan dengan tekanan pada 
kertas saring 
9. Setelah organ mengering (tidak ada air) ovarium ditimbang dengan 
timbangan analitik 
10. Organ selanjutnya dimasukkan ke wadah berisi larutan fiksatif buffer 


















11. Ovarium akan digunakan untuk preparat imunohistokimia dan Hematoksilin 
Eosin (HE) 
12. Setelah proses pengambilan organ, tikus dikubur dengan kedalaman tanah 
lebih dari 1 meter menghindari adanya bau atau terkoreknya tanah oleh 
hewan pemangsa. Tikus dikubur di daerah yang jauh dari pemukiman 
untuk menghindari adanya pencemaran lingkungan. 
 
4.7.9 Prosedur Pembuatan Preparat Histopatologi Ovarium 
1. Pemotongan jaringan berupa makros 
Setelah gross hasil bedah dimasukkan ke larutan formalin 10% (fiksasi) 
semalam, jaringan dipotong secara transversa dengan ketebalan 2-3 mm 
pada bagian caput kemudian dimasukkan ke kaset dan diberi kode sesuai 
dengan kode gross peneliti lalu dimasukkan ke dalam formalin 10% 
sebelum dimasukkan ke alat Tissue Tex Prossesor dan diproses 
menggunakan Tissue Tex Prossesor selama 90 menit sampai alarm 
berbunyi. 
2. Pengeblokan dan pemotongan jaringan 
Jaringan diangkat dari mesin Tissue Tex Prossesor lalu diblok dengan 
parafin sesuai kode jaringan. Kemudian jaringan dipotong dengan alat 
microtome dengan ketebalan 3-5 mikron. 
3. Deparafinisasi 
Setelah disayat atau dipotong dengan ketebalan 3-5 mikron diletakkan 
dalam oven selama 30 menit dengan suhu 70-80 0C kemudian dimasukkan 
ke dalam 2 tabung larutan xylol masing-masing tempat 3 menit (hidrasi) 




















4. Proses pewarnaan hematoksilin eosin 
Cat utama Harris Hematoksilin selama 10-15 menit, cuci dengan air 
mengalir selama 15 menit, etanol asam 1% 2-5 kali celup, ammonia air 3-5 
kali celup. Cat pembanding yang digunakan adalah eosin 1% selama 10-15 
menit. 
5. Dehidrasi  
Etanol 70% dalam 3 menit, etanol 80% dalam 3 menit, etanol 96% dalam 3 
manit, etanol absolut dalam 3 menit. 
6. Penjernihan  
Selanjutnya dimasukkan ke dalam xylol selama 60 menit. 
7. Mounting dengan entelan dan deckglass 
Biarkan slide di suhu ruangan dan setelah slide kering siap untuk diamati. 
 
4.7.10 Prosedur Penghitungan Ekspresi Bax dengan Teknik 
Imunohistokimia 
 
Slide yang sudah melalui proses persiapan preparat histopatologis 
selanjutnya dilakukan pemeriksaan ekspresi Bax dengan prosedur: 
1. Persiapan jaringan 
Slide yang digunakan adalah slide yang telah ditempeli sayatan jaringan 
ovarium yang telah dipersiapkan pada proses preparat histopatologis 
dimana slide telah dipanaskan pada hot plate suhu 60 0C selama 45 menit. 
a. Deparafinisasi yaitu menghilangkan paraffin yang menempel pada 
slide dengan cara mencucinya pada xylol 3 kali masing-masing 3 
menit. 
b. Rehidrasi 
Setelah itu merendam slide ke dalam larutan-larutan di bawah ini 
secara berurutan 


















2) Etanol 90% (1x5 menit) 
3) Etanol 80% (1x5 menit) 
4) Etanol 70% (1x5 menit) 
5) Aquabidest steril (3x5 menit) 
c. Antigen retrieval 
Merendam slide dalam chamber yang berisi Buffer Sitrat dengan pH 
6,0 kemudian memanaskan slide dalam waterbath dengan suhu 950C 
selama 20 menit kemudian didinginkan selama 20 menit. Selanjutnya 
mencuci slide dengan larutan PBS sebanyak 3x dalam 5 menit 
(Bancroft, 2008). 
2. Pewarnaan Immunostaining 
a. Membersihkan pinggir slide dengan tisu tanpa mengenai jaringan 
kemudia melakukan blocking peroksidase endogen untuk 
mengurangi bias dengan menutup protein yang bukan merupakan 
protein target. Hal ini dilakukan dengan cara: 
1) Menetesi H2O2 3% dalam metanol selama 20 menit. 
2) Menginkubasi suhu ruang selama 15 menit. 
3) Mencuci slide dengan larutan PBS 1x5 menit, 2x2 menit. 
b. Melakukan blocking unspesifik protein dengan cara 
1) Menetesi slide dengan background sniper lalu menginkubasi 
dalam suhu ruang selama 15 menit. 
2) Mencuci slide dengan larutan PBS 1x5 menit, 2x2 menit. 
c. Melakukan inkubasi antibodi primer dengan cara: 
1) Meneteskan antibodi primer yang dilarutkan dalam Buffer PBS, 
BSA 0,2%, Triton X-100 0,25%. 
2) Menginkubasi overnight pada suhu 4 0C. 


















4) Mencuci slide dengan larutan PBS 1x5 menit, 2x2 menit. 
d. Melakukan inkubasi antibodi sekunder dengan cara: 
1) Meneteskan antibodi sekunder lalu diinkubasi selama 60 menit 
dalam suhu ruang. Slide diletakkan di dalam chamber yang 
bagian bawahnya sudah diisi tisu dan aquades agar tetap 
lembab dan agar proses pewarnaan baik dan tidak terjadi 
penguapan. 
2) Mencuci slide dengan larutan PBS 1x5 menit, 2x2 menit. 
e. Menginkubasi SA-HRP dengan cara: 
1) Meneteskan SA-HRP lalu diinkubasi dalam suhu ruang selama 
40 menit. 
2) Mencuci slide dengan larutan PBS 1x5 menit, 2x2 menit. 
3) Bilas dengan aquades sebanyak 3-4 kali. 
f. Aplikasi chromagen DAB untuk memunculkan warna dengan cara: 
1) Menetesi dengan DAB (DAB chromagen : DAB buffer = 1:40). 
2) Menginkubasi dalam suhu ruang selama 3-10 menit. 
3) Bilas dengan aquades 3x5 menit. 
3. Counterstaining  
Menggunakan Mayer’s Hematoxilin untuk memberi warna yang tidak 
terwarnai sebelumnya dengan cara: 
a. Mengencerkan Mayer’s Hematoxilin dengan air bersih dengan 
perbandingan 1:2 atau 1:10. 
b. Meneteskan Mayer’s Hematoxilin lalu diinkubasi selama 1 menit. 
Setelah itu teteskan 3 tetes aquabides di atas slide yang sudah diberi 
Mayer’s Hematoxilin lalu inkubasi lagi selama 5 menit dalam suhu 
ruang. 


















4. Mounting  
Menggunakan entelan untuk melindungi sampel sebelum diamati dengan 
cara meneteskan entelan pada slide lalu dikeringanginkan. Setelah itu 
menutup slide dengan cover glass. 
5. Pengamatan ekspresi Bax di ovarium 
Melakukan scan slide di bawah mikroskop cahaya dengan software 
Dotslide perbesaran 400x. Penghitungan ekspresi Bax sel granulosa folikel 
antral dilakukan di komputer dengan aplikasi Olyvia diambil 5 lapang 
pandang. Tiap lapang pandang dihitung sel granulosanya menggunakan 
bantuan aplikasi hsel. Penghitungan ekspresi Bax dilakukan dengan cara 
menghitung sel granulosa folikel antral yang berwarna coklat dibagi jumlah 
sel yang teramati sehingga didapatkan hasil berupa prosentase. 
 
4.7.11 Prosedur Penghitungan Jumlah Folikel Antral 
1. Deparafinisasi 
Memasukkan object glass (slide) yang sudah melalui proses persiapan 
preparat histopatologi ke dalam cairan xylol sebanyak 3x masing-masing 
selama 5 menit. 
2. Hidrasi  
Memasukkan slide ke dalam etanol mulai dari etanol absolut selama 4 
menit, etanol 96% selama 3 menit, etanol 90% selama 3 menit, etanol 80% 
selama 2 menit, dan terakhir etanol 70% selama 2 menit. Object glass 
kemudian dicuci di bawah air mengalir selama 10 menit. 
3. Pengecatan dengan Cat Utama 
Pemberian cat utama Mayer’s Hematoksilin selama 5 menit dilanjutkan 



















4. Pengecatan dengan Cat Pembanding 
Pemberian cat pembanding Eosin 1% dalam 3-5 menit. 
5. Dehidrasi  
Memasukkan slide ke dalam etanol mulai dari etanol 70% selama 2 menit, 
etanol 90% dalam 3 menit, etanol 96% dalam 4 menit dan terakhir etanol 
absolut dalam 5 menit. 
6. Clearing  
Slide dimasukkan ke dalam xylol sebanyak 3x masing-masing selama 5 
menit. 
7. Mounting  
Slide ditetesi entelan lalu ditutup dengan cover glass. 
8. Pembacaan Slide 
Setelah slide kering siap dibaca di bawah mikroskop cahaya dengan 
pembesaran 40x dengan 1 lapang pandang (Bancroft, 2008). 
 
4.8 Teknik Analisa Data 
Penelitian ini menggunakan teknik analisa data dengan bantuan SPSS. 
 
4.8.1 Uji Normalitas Data 
Sebelum dilakukan uji statistik, data sampel diuji terlebih dahulu normalitas 
datanya untuk mengetahui data terdistribusi normal atau tidak (Siregar, 2015). 
Karena sampel dalam penelitian ini <50 maka menggunakan uji Shapiro Wilk. 
Dalam uji ini pengambilan keputusan melihat nilai probabilitas kesalahan empirik 
pada nilai Sig atau p-value. Jika p-value menunjukkan nilai lebih besar dari taraf 
signifikansi α=0,05 maka data tersebut terdistribusi normal sehingga uji statistik 


















dari α 0,05 maka data tersebut tidak terdistribusi normal sehingga uji statistik 
parametrik tidak dapat digunakan (Santoso, 2005). 
 
4.8.2 Uji Homogenitas 
Uji homogenitas dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui apakah objek 
(3 sampel atau lebih) yang akan diteliti mempunyai varian yang sama. Uji 
homogenitas dilakukan menggunakan uji Leuvene’s. Jika p-value menunjukkan 
nilai lebih besar dari α=0,05 maka data tersebut mempunyai varian yang sama 
(homogen). Jika objek tidak mempunyai varian yang sama maka uji One Way 
ANOVA tidak dapat digunakan (Siregar, 2015). 
 
4.8.3 Uji One Way ANOVA 
Uji One Way ANOVA merupakan uji statistik parametrik yang digunakan 
untuk membandingkan rerata variabel terukur antara kelompok kontrol dengan 
perlakuan. Tujuan teknik ini adalah untuk mengetahui ada tidaknya pengaruh 
kitosan pada tikus (Rattus Novergicus) betina galur Wistar yang diberi larutan 
timbal asetat dan kitosan. Jika pada uji One Way ANOVA ini didapatkan 
kesimpulan H0 ditolak atau ada perbedaan bermakna maka dilanjutkan dengan 
uji beda nyata terkecil (BNT) atau Least Significant Difference (LSD) (Steel and 
Torrie, 1995). Uji LSD ini bertujuan untuk menemukan dosis kitosan yang paling 
berpengaruh pada jumlah folikel antral dan ekspresi Bax pada tikus (Rattus 













































Gambar 4.1 Alur Penelitian  
 
Sampel: Rattus norvegicus betina galur Wistar 
Random tikus dalam 5 kelompok 
Aklimatisasi selama 7 hari 
Kelompok kontrol: 
1. K(-) tidak mendapat timbal dan 
tidak mendapat kitosan 
2. K(+) mendapat timbal 175 mg/kg BB 
dan tidak mendapat kitosan 
Kelompok perlakuan: 
1. Diberikan timbal 175 mg/kg BB dan 
kitosan 16 mg/kg BB per oral 
2. Diberikan timbal 175 mg/kg BB dan 
kitosan 32 mg/kg BB per oral 
3. Diberikan timbal 175 mg/kg BB dan 
kitosan 64 mg/kg BB per oral 
Perlakuan selama 30 hari 
Pembedahan tikus pada fase proestrus 

























HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA 
 
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Farmakologi menggunakan hewan 
coba berupa tikus (Rattus norvegicus) yang memenuhi kriteria inklusi dan 
eksklusi. Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan pengaruh kitosan untuk 
mencegah penurunan jumlah folikel antral ovarium dan mencegah peningkatan 
ekspresi Bax pada tikus (Rattus norvegicus) betina yang diberi timbal (Pb) asetat 
per oral. 
Adapun hasil pemeriksaan jumlah folikel antral dan ekspresi Bax di ovarium 
pada hewan coba akan dijelaskan pada ulasan berikut: 
 
5.1 Hasil Analisis Jumlah Folikel Antral pada Hewan Coba 
Folikel antral merupakan folikel ovarium yang memiliki rongga yang berisi 
cairan, oositnya dikelilingi zona pellucida dan 6 atau lebih lapisan sel granulosa 
yang berbentuk kuboid serta sudah terdapat sel teka (Ireland et al, 2008). Berikut 
merupakan gambar folikel antral dari kelompok berbagai dosis yang diambil dari 























Gambar 5.1 Jumlah Folikel Antral Ovarium yang Diberi Timbal Asetat dan 
Kitosan 
Keterangan : Jumlah folikel antral diamati secara HE menggunakan mikroskop cahaya 
dengan perbesaran 40x. A. kelompok kontrol negatif ; B. kelompok 
kontrol positif, memiliki jumlah folikel antral paling sedikit dibandingkan 
semua kelompok; C. kelompok perlakuan 1, memiliki jumlah folikel antral 
lebih sedikit daripada kelompok kontrol negatif namun lebih banyak dari 
kelompok kontrol positif; D. kelompok perlakuan 2, memiliki jumlah folikel 
antral lebih sedikit daripada kelompok kontrol negatif namun lebih banyak 
dari kelompok kontrol positif dan perlakuan 1; E. kelompok perlakuan 3, 
memiliki jumlah folikel antral lebih sedikit daripada kelompok kontrol 
negatif namun lebih banyak dari kelompok lainnya. Folikel antral terdiri 
dari early, mid, dan late folikel antral sehingga terlihat perbedaan ukuran 
folikel antral pada gambar. 
 
Slide hasil pengecatan HE discan menggunakan mikroskop Dotslide 
Olympus XC10 dengan perbesaran 40x kemudian dihitung jumlah folikel antral 






















5.2 Hasil Analisis Ekspresi Bax Sel Granulosa Folikel Antral pada Hewan 
Coba 
 
Ekspresi Bax diamati secara metode imunohistokimia. Ekspresi Bax terlihat 
di sitoplasma dan nukleus sel granulosa folikel antral, diamati menggunakan 




























Gambar 5.2 Ekspresi Bax Sel Granulosa Folikel Antral yang Diberi Timbal 
Asetat dan Kitosan 
Keterangan : Ekspresi Bax diamati secara imunohistokimia menggunakan mikroskop 
cahaya dengan perbesaran 40x. A. kelompok kontrol negatif, 
mengekspresikan Bax paling sedikit dibandingkan semua kelompok; B. 
kelompok kontrol positif, mengekspresikan Bax paling banyak 
dibandingkan semua kelompok; C. kelompok perlakuan 1, 
mengekspresikan Bax lebih lebih sedikit daripada kelompok control 
positif namun lebih banyak daripada 3 kelompok lainnya; D. kelompok 
perlakuan 2, mengekspresikan Bax lebih sedikit daripada kelompok 
kontrol positif dan perlakuan 1 namun lebih banyak daripada  kelompok 
perlakuan 3 dan kontrol negatif; E. kelompok perlakuan 3, 
mengekspresikan Bax lebih banyak daripada kelompok kontrol negatif 
namun lebih sedikit daripada 3 kelompok lainnya. Ekspresi Bax ditandai 
dengan warna coklat chromogen pada sitoplasma dan nukleus sel 
granulosa. 
 
Perhitungan ekspresi Bax dilakukan dengan cara menghitung sel granulosa 
folikel antral yang berwarna coklat dibagi jumlah sel yang teramati dalam 5 
lapang pandang untuk mendapatkan prosentase. Data hasil perhitungan terdapat 
pada lampiran 7. 
 
5.3 Hasil Analisis Pengaruh Pemberian Timbal (Pb) Asetat pada Hewan 
Coba 
 
Untuk membuktikan pengaruh pemberian timbal asetat pada tikus (Rattus 
norvegicus) betina terhadap jumlah folikel antral dan ekspresi Bax dilakukan 
analisis komparasi antara kelompok tikus yang tidak diberi timbal asetat dengan 
kelompok tikus yang diberi timbal asetat. Pada hasil uji komparasi kelompok 



















yang diberi timbal asetat) pada analisis data jumlah folikel antral dan ekspresi 
Bax menggunakan uji-t sampel bebas (independent sample t-test). Sebelum 
dilakukan uji beda dilakukan uji prasyarat parametrik untuk menentukan data 
terdistribusi normal atau tidak dengan menggunakan uji asumsi normalitas 
Shapiro-Wilk dan uji asumsi homogenitas untuk menentukan data homogen atau 
tidak (Lampiran 8). Kriteria keputusannya yaitu bila nilai Sig atau p-value lebih 
besar dari taraf signifikan α = 0,05 dapat diartikan data terdistribusi normal tapi 
sebaliknya bila nilai Sig atau p-value lebih kecil dari taraf signifikan α = 0,05 
berarti data tidak terdistribusi normal. Untuk uji asumsi homogenitas, bila nilai Sig 
atau p-value lebih besar dari taraf signifikan α = 0,05 dapat diartikan data 
homogen dan sebaliknya bila nilai Sig atau p-value lebih kecil dari taraf signifikan 
α = 0,05 berarti data tidak homogen. 
Tabel 5.1 Uji Normalitas Data Pengaruh Pemberian Timbal Asetat 
Variabel Kelompok p-value Distribusi Data  
Jumlah folikel antral Kontrol negatif 0,329 Normal 
Kontrol positif 0,254 Normal 
Ekspresi Bax Kontrol negatif 0,208 Normal 
Kontrol positif 0,644 Normal 
Keterangan: 
Kontrol negatif tidak mendapat timbal asetat. 
Kontrol positif mendapat timbal asetat 175 mg/kg BB. 
 
Pada tabel 5.1 berdasarkan hasil uji asumsi normalitas data pengaruh 
pemberian timbal asetat menggunakan Shapiro-Wilk didapatkan p-value pada 
masing-masing kelompok lebih dari α = 0,05 (p-value > 0,05) yang berarti semua 
data terdistribusi normal. Lalu dilakukan uji homogenitas menggunakan uji 
Levene (Lampiran 8). 
Tabel 5.2 Uji Homogenitas Pengaruh Pemberian Timbal Asetat 
Variabel p-value Keterangan 
Jumlah folikel antral 0,559 Homogen 
Ekspresi Bax 0,825 Homogen 
 
Pada tabel 5.2 didapatkan nilai p-value pada semua variabel lebih besar 


















prasyarat parametrik telah terpenuhi maka dilakukan uji komparasi parametrik 
menggunakan uji independent sample t-test (Lampiran 8). 
Tabel 5.3 Jumlah Folikel Antral dan Ekspresi Bax pada Tikus yang 
Diberi Timbal Asetat 
 
Variabel Rerata KN ± SD Rerata KP ± SD p-value 
Jumlah folikel antral 7,8 ± 2,28 3,6 ± 1,817 0,012 
Ekspresi Bax 22,15 ± 7,91 57,46 ± 8,61 0,000 
Keterangan: 
KN: Kontrol negatif tidak mendapat timbal asetat. 
KP: Kontrol positif mendapat timbal asetat 175 mg/kg BB. 
 
Pada tabel 5.3 berdasarkan uji independent sample t-test didapatkan 
hasil p-value pada semua variabel lebih kecil dari α = 0,05 (p-value < 0,05) yang 
berarti ada perbedaan antar kelompok. Rerata jumlah folikel antral antara 
kelompok kontrol negatif atau tikus yang tidak diberi timbal asetat (7,8 ± 2,28) 
lebih besar daripada kelompok kontrol positif atau tikus yang diberi timbal asetat 
(3,6 ± 1,817). Rerata ekspresi Bax antara kelompok kontrol negatif atau tikus 
yang tidak diberi timbal asetat (22,15 ± 7,91) lebih kecil daripada kelompok 
kontrol positif atau tikus yang diberi timbal asetat (57,46 ± 8,61). 
 
5.4 Hasil Analisis Pengaruh Kitosan terhadap Jumlah Folikel Antral pada 
Hewan Coba yang Diberi Timbal Asetat 
 
Data hasil perhitungan jumlah folikel antral dianalisis menggunakan 
program SPSS (lampiran 8). Sebelum dilakukan uji beda dilakukan uji prasyarat 
parametrik untuk menentukan data terdistribusi normal atau tidak dengan 
menggunakan uji asumsi normalitas Shapiro-Wilk dan uji asumsi homogenitas 
untuk menentukan data homogen atau tidak. Kriteria keputusannya yaitu bila nilai 
Sig atau p-value lebih besar dari taraf signifikan α = 0,05 dapat diartikan data 
terdistribusi normal tapi sebaliknya bila nilai Sig atau p-value lebih kecil dari taraf 
signifikan α = 0,05 berarti data tidak terdistribusi normal. Untuk uji asumsi 


















dapat diartikan data homogen dan sebaliknya bila nilai Sig atau p-value lebih 
kecil dari taraf signifikan α = 0,05 berarti data tidak homogen.  
Tabel 5.4 Uji Normalitas Data Jumlah Folikel Antral 
Variabel Kelompok p-value Distribusi Data  
Jumlah folikel antral 
Kontrol positif 0,254 Normal 
Perlakuan 1 0,421 Normal 
Perlakuan 2 0,314 Normal 
Perlakuan 3 0,135 Normal 
Keterangan: 
Kontrol positif mendapat timbal asetat 175 mg/kg BB. 
Perlakuan 1 mendapat timbal asetat 175 mg/kg BB dan kitosan 16 mg/kg BB. 
Perlakuan 2 mendapat timbal asetat 175 mg/kg BB dan kitosan 32 mg/kg BB. 
Perlakuan 3 mendapat timbal asetat 175 mg/kg BB dan kitosan 64 mg/kg BB. 
 
Pada tabel 5.4 berdasarkan hasil uji asumsi normalitas data jumlah folikel 
antral menggunakan Shapiro-Wilk didapatkan p-value pada masing-masing 
kelompok lebih dari α = 0,05 (p-value > 0,05) yang berarti semua data 
terdistribusi normal. Lalu dilakukan uji homogenitas menggunakan uji Levene. 
Tabel 5.5 Uji Homogenitas Jumlah Folikel Antral 
Variabel p-value Keterangan 
Jumlah folikel antral 0,137 Homogen 
 
Pada tabel 5.5 didapatkan nilai p-value 0,137 lebih besar dari α = 0,05 (p-
value > 0,05) yang berarti data jumlah folikel antral homogen. Karena kedua uji 
prasyarat parametrik telah terpenuhi maka dilakukan uji komparasi parametrik 
menggunakan uji one way ANOVA. 




n Rerata ± Standar 
Deviasi 
p-value 
Kontrol positif 5 3,6 ± 1,817a 
0,001 
Perlakuan I 5 4,2 ± 1,304a 
Perlakuan II 5 6,8 ± 0,837b 
Perlakuan III 5 7,2 ± 1,095b 
Keterangan: 
Kontrol positif mendapat timbal asetat 175 mg/kg BB. 
Perlakuan 1 mendapat timbal asetat 175 mg/kg BB dan kitosan 16 mg/kg BB. 
Perlakuan 2 mendapat timbal asetat 175 mg/kg BB dan kitosan 32 mg/kg BB. 
Perlakuan 3 mendapat timbal asetat 175 mg/kg BB dan kitosan 64 mg/kg BB. 
Kolom rerata ± SD yang memuat huruf yang sama menunjukkan tidak ada perbedaan 
yang bermakna (p>0,05) dan jika memuat huruf yang berbeda menunjukkan ada 


















Pada tabel 5.6 berdasarkan uji one way ANOVA didapatkan hasil p-value 
0,001 lebih kecil dari α = 0,05 (p-value < 0,05) yang berarti ada perbedaan pada 
jumlah folikel antral di semua kelompok. Lalu dilanjutkan dengan uji LSD, jumlah 
folikel antral pada kelompok perlakuan 1 (4,2 ± 1,304a) lebih banyak daripada 
kelompok kontrol positif (3,6 ± 1,817a) namun tidak bermakna. Kelompok 
perlakuan 2 (6,8 ± 0,837b) memiliki jumlah folikel antral lebih banyak daripada 
kelompok kontrol positif (3,6 ± 1,817a), berbeda bermakna. Kelompok perlakuan 
2 (6,8 ± 0,837b) lebih banyak memiliki jumlah folikel antral dibandingkan dengan 
kelompok perlakuan 1 (4,2 ± 1,304a), berbeda bermakna. Jumlah folikel antral 
kelompok perlakuan 3 (7,2 ± 1,095b) paling banyak dibandingkan semua 
kelompok, jika dibandingkan dengan kelompok kontrol positif (3,6 ± 1,817a) dan 
perlakuan 1 (4,2 ± 1,304a) berbeda bermakna, tapi jika dibandingkan perlakuan 2 
(6,8 ± 0,837b) perbedaannya tidak bermakna. 

























Gambar 5.3 Histogram Jumlah Folikel Antral 
Keterangan: 
Kontrol negatif tidak mendapat timbal dan kitosan. 
Kontrol positif mendapat timbal asetat 175 mg/kg BB. 
Perlakuan 1 mendapat timbal asetat 175 mg/kg BB dan kitosan 16 mg/kg BB. 
Perlakuan 2 mendapat timbal asetat 175 mg/kg BB dan kitosan 32 mg/kg BB. 
Perlakuan 3 mendapat timbal asetat 175 mg/kg BB dan kitosan 64 mg/kg BB. 
Kontrol positif (timbal asetat 175 mg/kgBB) memiliki rerata jumlah folikel antral terendah 
dibandingkan dengan kelompok lainnya. Kelompok perlakuan 1 (timbal asetat 175 
mg/kgBB + kitosan 16 mg/kg BB), perlakuan 2 (timbal asetat 175 mg/kgBB + kitosan 32 
mg/kg BB) dan perlakuan 3 (timbal asetat 175 mg/kgBB + kitosan 64 mg/kg BB) memiliki 
jumlah folikel antral lebih sedikit dibandingkan kelompok kontrol negatif namun lebih 
banyak dibandingkan kelompok kontrol positif. 
 
5.5 Hasil Analisis Pengaruh Kitosan terhadap Ekspresi Bax pada Hewan 
Coba yang Diberi Timbal Asetat 
 
Data hasil perhitungan ekspresi Bax sel granulosa folikel antral dianalisis 
menggunakan program SPSS (lampiran 8). Sebelum dilakukan uji beda 
dilakukan uji prasyarat parametrik untuk menentukan data terdistribusi normal 
atau tidak dengan menggunakan uji asumsi normalitas Shapiro-Wilk dan uji 
asumsi homogenitas untuk menentukan data homogen atau tidak. Adapun 
kriteria keputusan yaitu bila nilai Sig atau p-value lebih besar dari taraf signifikan 
α = 0,05 dapat diartikan data terdistribusi normal tapi sebaliknya bila nilai Sig 
atau p-value lebih kecil dari taraf signifikan α = 0,05 berarti data tidak terdistribusi 
normal. Untuk uji asumsi homogenitas, bila nilai Sig atau p-value lebih besar dari 

















































Sig atau p-value lebih kecil dari taraf signifikan α = 0,05 berarti data tidak 
homogen.  
Tabel 5.7 Uji Normalitas Data Ekspresi Bax Sel Granulosa Folikel Antral 
Variabel Kelompok p-value Distribusi Data  
Ekspresi Bax Sel 
Granulosa Folikel 
Antral 
Kontrol positif 0,644 Normal 
Perlakuan 1 0,845 Normal 
Perlakuan 2 0,913 Normal 
Perlakuan 3 0,231 Normal 
Keterangan: 
Kontrol positif mendapat timbal asetat 175 mg/kg BB. 
Perlakuan 1 mendapat timbal asetat 175 mg/kg BB dan kitosan 16 mg/kg BB. 
Perlakuan 2 mendapat timbal asetat 175 mg/kg BB dan kitosan 32 mg/kg BB. 
Perlakuan 3 mendapat timbal asetat 175 mg/kg BB dan kitosan 64 mg/kg BB. 
 
Pada tabel 5.7 berdasarkan hasil uji asumsi normalitas data ekspresi Bax 
menggunakan Shapiro-Wilk didapatkan p-value pada masing-masing kelompok 
lebih dari α = 0,05 (p-value > 0,05) yang berarti semua data terdistribusi normal. 
Lalu dilakukan uji homogenitas menggunakan uji Levene. 
Tabel 5.8 Uji Homogenitas Ekspresi Bax Sel Granulosa Folikel Antral 
Variabel p-value Keterangan 
Ekspresi Bax sel 
granulosa folikel antral 
0,823 Homogen 
 
Pada tabel 5.8 didapatkan nilai p-value 0,823 lebih besar dari α = 0,05 (p-
value > 0,05) yang berarti data ekspresi Bax homogen. Karena kedua uji 
prasyarat parametrik telah terpenuhi maka dilakukan uji komparasi parametrik 
































Tabel 5.9 Ekspresi Bax Sel Granulosa Folikel Antral pada Tikus yang 





Rerata ± Standar 
Deviasi 
p-value 
Kontrol positif 5 57,46 ± 8,61c 
0,007 
Perlakuan I 5 51,19 ± 6,18bc 
Perlakuan II 5 47,07 ± 6,26bc 
Perlakuan III 5 40,44 ± 5,03b 
Keterangan: 
Kontrol positif mendapat timbal asetat 175 mg/kg BB. 
Perlakuan 1 mendapat timbal asetat 175 mg/kg BB dan kitosan 16 mg/kg BB. 
Perlakuan 2 mendapat timbal asetat 175 mg/kg BB dan kitosan 32 mg/kg BB. 
Perlakuan 3 mendapat timbal asetat 175 mg/kg BB dan kitosan 64 mg/kg BB. 
Kolom rerata ± SD yang memuat huruf yang sama menunjukkan tidak ada perbedaan 
yang bermakna (p>0,05) dan jika memuat huruf yang berbeda menunjukkan ada 
perbedaan yang bermakna (p<0,05). 
 
Pada tabel 5.9 berdasarkan uji one way ANOVA didapatkan hasil p-value 
0,007 lebih kecil dari α = 0,05 (p-value < 0,05) yang berarti ada perbedaan pada 
ekspresi Bax sel granulosa folikel antral di semua kelompok. Lalu dilanjutkan 
dengan uji LSD, ekspresi Bax sel granulosa folikel antral pada kelompok 
perlakuan 1 (51,19 ± 6,18bc) lebih sedikit daripada kelompok kontrol positif (57,46 
± 8,61c) namun tidak bermakna. Kelompok perlakuan 2 (47,07 ± 6,26bc) memiliki 
ekspresi Bax sel granulosa folikel antral lebih sedikit daripada kelompok kontrol 
positif (57,46 ± 8,61c) namun tidak bermakna. Kelompok perlakuan 2 (47,07 ± 
6,26bc) lebih sedikit memiliki sel granulosa folikel antral yang mengekspresikan 
Bax dibandingkan dengan kelompok perlakuan 1 (51,19 ± 6,18bc) namun tidak 
bermakna. Jumlah sel granulosa folikel antral yang mengekspresikan Bax di 
kelompok perlakuan 3 (40,44 ± 5,03b) paling sedikit daripada kelompok lainnya, 
jika dibandingkan dengan kelompok kontrol positif (57,46 ± 8,61c) berbeda 
bermakna tapi dibandingkan kelompok perlakuan 1 (51,2 ± 6,18bc) dan perlakuan 
2 (47,06 ± 6,25bc) perbedaannya tidak bermakna. 




















Gambar 5.4 Histogram Ekspresi Bax Sel Granulosa Folikel Antral 
Keterangan: 
Kontrol negatif tidak mendapat timbal dan kitosan. 
Kontrol positif mendapat timbal asetat 175 mg/kg BB. 
Perlakuan 1 mendapat timbal asetat 175 mg/kg BB dan kitosan 16 mg/kg BB. 
Perlakuan 2 mendapat timbal asetat 175 mg/kg BB dan kitosan 32 mg/kg BB. 
Perlakuan 3 mendapat timbal asetat 175 mg/kg BB dan kitosan 64 mg/kg BB. 
Kontrol positif (timbal asetat 175 mg/kgBB) memiliki rerata ekspresi Bax sel granulosa 
folikel antral terbanyak dibandingkan dengan kelompok lainnya. Kelompok perlakuan 1 
(timbal asetat 175 mg/kgBB + kitosan 16 mg/kg BB), perlakuan 2 (timbal asetat 175 
mg/kgBB + kitosan 32 mg/kg BB), dan perlakuan 3 (timbal asetat 175 mg/kgBB + kitosan 
64 mg/kg BB) memiliki sel granulosa folikel antral yang mengekspresikan Bax lebih 
banyak dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif namun lebih sedikit dibandingkan 
kelompok kontrol positif. 
 
5.6 Hasil Analisis Hubungan Jumlah Folikel Antral dengan Ekspresi Bax 
pada Hewan Coba yang Diberi Timbal Asetat dan Kitosan 
 
Pada penelitian ini ingin diketahui tingkat keeratan hubungan antara dosis 
kitosan, jumlah folikel antral, dan ekspresi Bax. Dosis kitosan menunjukkan 
bahwa data tidak berdistribusi normal (Lampiran 8), sehingga data dosis kitosan 
dianalisis menggunakan uji korelasi Spearman's rho. Adapun kriteria keputusan 
pada uji korelasi Spearman's rho, bila p-value < 0,05 maka ada 
hubungan/korelasi yang bermakna dan bila p-value > 0,05 maka ada 
hubungan/korelasi yang tidak bermakna. Adapun hasil pada uji korelasi 











































Tabel 5.10 Hasil Uji Korelasi 




Dosis kitosan – jumlah folikel antral 0,739 Korelasi kuat 0,002 
Dosis kitosan – ekspresi Bax -0,624 Korelasi kuat 0,013 
Jumlah folikel antral – ekspresi 
Bax 
-0,532 Korelasi kuat 0,041 
 
Pada Tabel 5.10 menunjukkan bahwa ada hubungan yang bermakna 
antara dosis kitosan dengan jumlah folikel antral (p-value < 0,05) dengan 
ditunjukkan tingkat keeratan atau nilai koefisien korelasi yang kuat yaitu r = 
0,739. Nilai positif pada koefisien korelasi menjelaskan adanya hubungan yang 
seiring, yaitu bila terjadi penurunan dosis kitosan maka akan terjadi penurunan 
jumlah folikel antral dan sebaliknya bila dosis kitosan semakin besar maka 
jumlah folikel antral semakin meningkat. Pada dosis kitosan dengan ekspresi Bax 
juga ada hubungan yang bermakna (p-value < 0,05) dengan nilai koefisien 
korelasi yang kuat yaitu r = -0,624. Nilai negatif pada koefisien korelasi 
menjelaskan adanya hubungan yang berlawanan, yaitu bila pemberian dosis 
kitosan ditingkatkan maka ekspresi Bax menurun dan sebaliknya bila dosis yang 
diberikan rendah maka ekspresi Bax meningkat. Jumlah folikel antral dengan 
ekspresi Bax menunjukkan ada hubungan yang bermakna (p-value < 0,05) 
dengan nilai koefisien korelasi yang kuat yaitu r = -0,532. Nilai negatif pada 
koefisien korelasi menjelaskan adanya hubungan yang berlawanan, yaitu bila 
jumlah folikel antral meningkat maka ekspresi Bax menurun dan sebaliknya bila 






















Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan pengaruh kitosan terhadap 
jumlah folikel antral ovarium dan ekspresi Bax pada tikus (Rattus norvegicus) 
betina yang diberi timbal (Pb) asetat per oral.  
 
6.1 Pengaruh Timbal Asetat terhadap Jumlah Folikel Antral dan Ekspresi 
Bax Sel Granulosa Folikel Antral 
 
 Berdasarkan hasil analisis statistik pada tabel 5.3 didapatkan hasil jumlah 
folikel antral pada kelompok kontrol positif (3,6 ± 1,817) memiliki rerata lebih kecil 
dibandingkan kelompok kontrol negatif (7,8 ± 2,28) dengan p-value 0,012. Dan 
hasil pengukuran ekspresi Bax sel granulosa folikel antral pada kelompok kontrol 
positif (57,46 ± 8,61) memiliki rerata lebih besar dibandingkan kelompok kontrol 
negatif (22,15 ± 7,91) dengan p-value 0,000. Dapat diartikan bahwa terdapat 
pengaruh pemberian timbal asetat pada tikus (Rattus norvegicus) betina yaitu 
dapat menurunkan jumlah folikel antral ovarium dan meningkatkan ekspresi Bax 
sel granulosa folikel antral. Pemberian timbal asetat melalui oral akan diabsorpsi 
oleh tubuh melalui sistem pencernaan, didistribusikan ke seluruh tubuh lalu 
dimetabolisme dalam darah dan masuk dalam hipotalamus, ovarium, dan lain-
lain (Barry, 1975; Hoyer, 2013; Nordberg, 2015). Target utama pemberian timbal 
adalah Hypothalamus-Pituitary-Gonadal (HPG) Axis. Timbal akan merusak 
hipotalamus dan fungsi kelenjar pituitari (Yu et al, 2005). Hipotalamus akan 
menghambat sekresi Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) sehingga akan 
berdampak pada disfungsi reproduksi (Evans, 2015; Gupta, 2011). Penurunan 
Follicle Stimulating Hormone (FSH) yang diproduksi kelenjar hipofisis akan terjadi 
akibat pengaruh produksi GnRH terhambat sehingga estradiol juga menurun 


















ovarium dan akan mempengaruhi peningkatan ekspresi Bax serta penurunan 
ekspresi Bcl-2 sehingga memicu terjadinya apoptosis (Taupeau et al, 2001; Yuan 
et al, 2004; Dumitrescu et al, 2014). Hal ini juga didukung oleh penelitian 
Restanty, et al (2016) yang menyatakan bahwa timbal asetat mampu 
menurunkan jumlah folikel antral dan meningkatkan indeks apoptosis sel 
granulosa folikel antral. Berdasarkan hasil penelitian dan kajian teori tersebut 
maka terbukti bahwa pemberian timbal asetat dapat menurunkan jumlah folikel 
antral ovarium dan dapat meningkatkan ekspresi Bax sel granulosa folikel antral 
pada tikus (Rattus norvegicus) betina. 
  
6.2 Pengaruh Kitosan terhadap Jumlah Folikel Antral pada Hewan Coba 
yang Diberi Timbal Asetat 
 
Berdasarkan hasil analisis statistik pada tabel 5.6 didapatkan p-value 
sebesar 0,001 lebih kecil daripada α = 0,05 (p-value < 0,05). Dapat diartikan 
bahwa terdapat pengaruh pemberian kitosan untuk mencegah penurunan jumlah 
folikel antral ovarium pada tikus (Rattus norvegicus) betina yang diberi timbal 
(Pb) asetat per oral. Hasil pengukuran jumlah folikel antral pada kelompok 
perlakuan kitosan memiliki rerata lebih besar dibandingkan kelompok kontrol 
positif. Folikel antral merupakan tahapan dari folikulogenesis yang dipengaruhi 
oleh mekanisme dan konsentrasi hormon yang diatur oleh hipotalamus. Folikel 
antral memiliki rongga yang berisi cairan dan oositnya dikelilingi zona pelusida 
dan 6 atau lebih lapisan sel granulosa yang berbentuk kuboid serta sudah 
terdapat sel teka (Ireland et al, 2008). Folikel antral merupakan kandidat marker 
yang kuat untuk menilai cadangan folikel di ovarium karena akan menentukan 
tingkat fertilitas pada wanita. Pemberian timbal asetat melalui oral akan 
diabsorpsi oleh tubuh melalui sistem pencernaan, didistribusikan ke seluruh 
tubuh lalu dimetabolisme dalam darah dan masuk dalam hipotalamus, ovarium, 


















pemberian timbal adalah Hypothalamus-Pituitary-Gonadal (HPG) Axis. Timbal 
akan merusak hipotalamus dan fungsi kelenjar pituitari (Yu et al, 2005). 
Hipotalamus akan menghambat sekresi Gonadotropin Releasing Hormone 
(GnRH) sehingga akan berdampak pada disfungsi reproduksi (Evans, 2015; 
Gupta, 2011). Penurunan Follicle Stimulating Hormone (FSH) yang diproduksi 
kelenjar hipofisis akan terjadi akibat pengaruh produksi GnRH terhambat 
sehingga estradiol juga menurun (Dearth et al, 2004). Penurunan kadar FSH 
akan mengurangi jumlah folikel ovarium (Taupeau et al, 2001; Dumitrescu et al, 
2014). Hal ini juga didukung oleh penelitian Dorostgoal et al. (2011) yang 
menyatakan bahwa timbal asetat mampu menurunkan jumlah folikel primer, 
sekunder, dan antral secara signifikan dalam waktu 30 hari. Dalam keadaan 
fisiologis produksi radikal bebas (ROS) seimbang dengan antioksidan (SOD, 
CAT, GSH) dalam tubuh. Timbal dapat berikatan dengan kelompok sulfhidril 
pada super oxide dismutase (SOD), enzim catalase (CAT), dan glutathione 
sehingga menjadi tidak aktif (Patrick, 2006; Flora et al, 2007). Adanya inaktifasi 
glutathione, SOD, dan CAT berdampak pada menurunnya antioksidan dalam 
tubuh dan ROS meningkat sehingga dapat memicu terjadinya stres oksidatif 
(Gurer and Ercal, 2000; Goodyear and Pierce, 2002; Agarwal et al, 2012). Pada 
penelitian ini untuk menetralisir stres oksidatif akibat pemberian timbal asetat, 
tikus diberi kitosan pada kelompok perlakuan. Kitosan dapat mengkelat timbal 
asetat yang diberikan. Selain itu kitosan memiliki gugus amino bebas NH2 yang 
dapat berikatan dengan OH- hasil dari proses oksidasi lipid sehingga membentuk 
molekul yang lebih stabil (Reische et al, 2002). Hal ini sejalan dengan penelitian 
Sari (2013) bahwa larutan kitosan ditambahkan asam asetat memiliki aktivitas 
antioksidan yang diuji dengan metode DPPH. Diduga hal tersebut yang dapat 
mencegah penurunan jumlah folikel antral ovarium pada tikus (Rattus 


















perlakuan kitosan. Berdasarkan hasil penelitian dan kajian teori tersebut maka 
terbukti bahwa kitosan dapat mencegah penurunan jumlah folikel antral ovarium 
pada tikus (Rattus norvegicus) betina yang diberi timbal (Pb) asetat per oral. 
 
6.3 Pengaruh Kitosan terhadap Ekspresi Bax Sel Granulosa Folikel Antral 
pada Hewan Coba yang Diberi Timbal Asetat 
 
Berdasarkan hasil analisis statistik pada tabel 5.9 didapatkan p-value 
sebesar 0,007 lebih kecil daripada α = 0,05 (p-value < 0,05). Dapat diartikan 
bahwa terdapat pengaruh pemberian kitosan untuk mencegah peningkatan 
ekspresi Bax pada tikus (Rattus norvegicus) betina yang diberi timbal (Pb) asetat 
per oral. Hasil pengukuran ekspresi Bax sel granulosa folikel antral pada 
kelompok perlakuan kitosan memiliki rerata lebih kecil dibandingkan kelompok 
kontrol positif. Bax merupakan protein Bcl-2 family yang berperan sebagai protein 
pro apoptosis melalui jalur intrinsik. Apoptosis jalur intrinsik merupakan kematian 
sel yang terprogram dan melibatkan protein apoptosis seperti Bcl-2 sebagai 
protein anti apoptosis dan Bax sebagai protein pro apoptosis. Apoptosis akan 
terjadi jika protein pro apoptosis lebih banyak daripada protein anti apoptosis 
(Cepero et al., 2001; Hurst et al., 2006; Merino et al., 2014). Menurut Hussein 
(2005) secara morfologi, apoptosis pada folikel ovarium akan terjadi pada masa 
fetus dan dewasa. Pada masa fetus apoptosis terjadi di oosit dan oosit primer 
yang tidak mengalami apoptosis pada saat pra-natal akan dikelilingi sel epitel 
gepeng folikular menjadi folikel primordial yang dipertahankan hingga pubertas. 
Sedangkan pada saat pubertas apoptosis akan terjadi pada sel granulosa 
(Sadler, 2014). Dalam hal ini sel granulosa yang mengekspresikan Bax adalah 
sel granulosa folikel antral (Nandedkar and Dharma, 2001; Hussein, 2005). 
Peningkatan ekspresi Bax sebagai protein pro apoptosis didasarkan pada 
mekanisme kerja timbal. Timbal asetat yang masuk ke dalam tubuh melalui oral 


















timbal merusak hipotalamus sehingga mempengaruhi terjadinya penurunan 
kadar FSH. FSH yang menurun akan mempengaruhi peningkatan ekspresi Bax 
dan penurunan ekspresi Bcl-2 sehingga memicu terjadinya apoptosis (Yuan et al, 
2004). Hal ini didukung oleh penelitian Jain et al (2016) yang menyatakan bahwa 
pemberian FSH dapat meningkatkan Bcl-2 dan menurunkan Bax. Mekanisme 
kerja timbal lainnya dapat melalui peningkatan ROS. Timbal dalam darah dapat 
menghambat kompleks enzim sulfhidril sehingga menginaktivasi kerja glutathione 
(Gurer et al, 2000). Glutathione merupakan sistem pertahanan tubuh untuk 
melawan radikal bebas. Paparan timbal secara terus menerus dalam waktu lama 
dapat membuat ketidakseimbangan antioksidan dan ROS dalam tubuh sehingga 
terjadi stres oksidatif. Stres oksidatif dalam tubuh mengakibatkan kerusakan DNA 
sehingga memicu terjadinya apoptosis melalui jalur intrinsik. Apoptosis jalur 
intrinsik terjadi karena adanya sinyal dalam sel yang melibatkan protein Bcl-2 
family seperti Bax dan Bcl-2 (Agarwal et al, 2012; Gurer and Ercal, 2000; 
Goodyear and Pierce, 2002; Flora et al, 2012; Osthoff, 2008). Pada kelompok 
perlakuan diberikan kitosan untuk menetralisir stres oksidatif yang terjadi akibat 
timbal. Kitosan memiliki kandungan antioksidan yang mampu mengurangi radikal 
bebas dalam tubuh. Kitosan memiliki gugus amino bebas NH2 yang dapat 
berikatan dengan OH- hasil dari proses oksidasi lipid sehingga membentuk 
molekul yang lebih stabil (Reische et al, 2002). Diduga hal tersebut yang dapat 
mencegah peningkatan ekspresi Bax pada tikus (Rattus norvegicus) betina yang 
diberi timbal (Pb) asetat per oral pada kelompok perlakuan kitosan. Berdasarkan 
hasil penelitian dan kajian teori tersebut maka terbukti bahwa kitosan dapat 
mencegah peningkatan ekspresi Bax pada tikus (Rattus norvegicus) betina yang 



















6.4 Hubungan Jumlah Folikel Antral dengan Ekspresi Bax Sel Granulosa 
Folikel Antral pada Hewan Coba yang Diberi Timbal Asetat dan 
Kitosan 
 
Berdasarkan hasil analisis statistik pada tabel 5.10 didapatkan ada 
hubungan yang bermakna antara dosis kitosan dengan jumlah folikel antral p-
value = 0,002 (p-value < 0,05) dengan tingkat keeratan atau nilai koefisien 
korelasi yang kuat yaitu r = 0,739. Analisis dosis kitosan dengan ekspresi Bax sel 
granulosa folikel antral juga ada hubungan yang bermakna p-value = 0,013 (p-
value < 0,05) dengan nilai koefisien korelasi yang kuat yaitu r = -0,624. Hal ini 
berarti semakin tinggi dosis kitosan yang diberikan semakin meningkat pula 
jumlah folikel antral namun sebaliknya semakin tinggi dosis kitosan semakin 
rendah ekspresi Bax sel granulosa folikel antral. Analisis ekspresi Bax dengan 
jumlah folikel antral didapatkan ada hubungan yang bermakna dengan  p-value = 
0,041 (p-value < 0,05) dengan nilai koefisien korelasi yang kuat yaitu r = -0,532. 
Hubungan jumlah folikel antral dengan ekspresi Bax berlawanan yaitu semakin 
tinggi jumlah folikel antral maka semakin rendah ekspresi Bax sel granulosa 
folikel antral dan sebaliknya semakin rendah jumlah folikel antral maka semakin 
tinggi ekspresi Bax sel granulosa folikel antral. Paparan timbal secara terus 
menerus dalam waktu lama dapat membuat ROS meningkat sehingga terjadi 
stres oksidatif. Stres oksidatif yang meningkat akan meningkatkan ekspresi Bax 
sebagai protein apoptosis sehingga mengakibatkan apoptosis meningkat. 
Peningkatan apoptosis folikel antral akan mengakibatkan jumlah folikel antral 
menurun. Pada penelitian ini untuk menetralisir stres oksidatif akibat pemberian 
timbal asetat, tikus diberi kitosan. Kitosan memiliki gugus amino bebas NH2 yang 
dapat berikatan dengan OH- hasil dari proses oksidasi lipid sehingga membentuk 
molekul yang lebih stabil (Reische et al, 2002). Semakin tinggi dosis kitosan 
maka akan semakin banyak radikal bebas yang berikatan dengan kitosan 


















yang menurun membuat ekspresi Bax semakin menurun karena apoptosis 
berkurang. Penurunan kejadian apoptosis akan mengakibatkan tidak terjadinya 
penurunan jumlah folikel antral. Maka terbukti bahwa ada hubungan yang kuat 
secara berlawanan antara jumlah folikel antral dengan ekspresi Bax sel 
granulosa folikel antral. 
 
6.5 Keterbatasan Penelitian 
Peneliti tidak melakukan pemeriksaan kadar timbal dalam darah tikus 
sehingga tidak dapat menjelaskan akumulasi timbal dalam darah seiring atau 






















7.1 Kesimpulan  
Berdasarkan hasil dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa: 
1. Pemberian timbal asetat terbukti signifikan dapat menurunkan jumlah folikel antral 
ovarium dan dapat meningkatkan ekspresi Bax sel granulosa folikel antral. 
2. Pemberian kitosan berbagai dosis terbukti signifikan meningkatkan jumlah folikel antral 
ovarium pada tikus (Rattus norvegicus) betina yang diberi timbal (Pb) asetat per oral. 
3. Pemberian kitosan berbagai dosis terbukti signifikan menurunkan ekspresi Bax pada tikus 
(Rattus norvegicus) betina yang diberi timbal (Pb) asetat per oral. 
4. Ada hubungan yang signifikan antara jumlah folikel antral dengan ekspresi Bax pada tikus 
(Rattus norvegicus) betina yang diberi timbal (Pb) asetat dan kitosan berbagai dosis per 
oral. 
 
7.2 Saran  
1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang pengaruh kitosan pada hewan coba yang 
diberi timbal asetat dengan memeriksa kadar timbal dalam darah. 
2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang pengaruh kitosan pada hewan coba yang 
diberi timbal asetat dengan memeriksa di organ reproduksi lain karena kemungkinan yang 
terkena pengaruh timbal asetat tidak hanya ovarium. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
